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草鱼 种 群 SSR 分 析 中 样本 量 及 标记 数量 对 遗传 多 度 的 影响 
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摘要 : 利用 45 对 微 卫 星 分 子 标记 (SSR)， 以 草鱼 (Ctenopharyngodon idellus) 自 然 群 体 为 实验 材料 ， 探 讨 野生 
群体 遗传 多 样 性 研究 中 所 需 的 最 适 样本 量 与 标记 量 。 实 验 设置 6 个 样本 量 梯度 ，9 个 标记 量 梯度 。 对 等 位 基因 数 
CNMs)、 有 效 等 位 基因 数 CNsJ、 观 察 杂 合 度 〈 玉 )、 期 望 杂 合 度 〈 玉 ) 等 遗传 多 样 性 指标 的 变化 趋势 进行 统计 分 
析 。 结 果 表 明 ， 样 本 量 、 微 卫星 标记 的 数量 和 多 态 性 水 平 对 群体 遗传 多 样 性 均 有 较 大 的 影响 ， 其 中 等 位 基因 数 与 
样本 量 大 小 呈 显 著 正 相关 ， 而 杂 合 度 随 标 记 量 的 增多 而 剧烈 波动 。 当 取样 量 大 于 40， 标 记 量 大 于 25 时 ， 各 遗传 
参数 值 趋 于 稳定 。 因 此 ， 在 应 用 微 卫 星 标记 对 水 产 动物 自然 群体 的 遗传 学 研究 中 ， 要 根据 所 研究 种 类 的 特点 ， 尽 
可 能 采样 40 尾 以 上 ， 采 用 25 个 以 上 标记 ， 避 免 由 人 为 选择 的 偏差 对 群体 遗传 多 样 性 水 平 的 正确 评估 所 造成 的 影 
向 。 同 时 根据 上 述 研究 结果 ， 对 陕西 草鱼 自然 群体 进行 了 遗传 多 样 性 的 评估 ， 结 果 显 示 该 群体 平均 等 位 基因 数 
(MNA)、 平 均 有 效 等 位 基因 数 、 平 均 观 测 杂 合 度 、 平 均 期 望 杂 合 度 分 别 为 7.26、4.21、0.73、0.68， 认 为 该 群体 
有 较 高 的 遗传 多 样 性 。 
关键 词 : 样本 容量 ;标记 量 ; 章鱼， 自然 群体 ， 遗 传 多 样 性 ， 微 卫星 分 子 标记 
中 图 分 类 号 : Q959.468; Q347; Q958.12 文献 标识 码 : A 文章 编号 : 0254-5853-(2009)02-0121-10 
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Effects of Sample Size and Loci Number on Genetic Diversity in Wild 
Population of Grass Carp Revealed by SSR 
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Abstract: Sample collection and marker selection are of primary importance in population genetic studies, and can 
greatly influence the analysis and interpretation of the data obtained. Microsatellite DNA sequences are the most 
revealing DNA markers available so far for inferring population structure and have been widely employed in genetic 
studies of populations. Nevertheless, few studies have specifically examined the effects of sample size and loci number 
on various genetic diversity measures in population genetic work using these markers. Here, we examined this issue using 
experimental data from an analysis of genetic diversity of wild populations of grass carp at 45 polymorphic microsatellite 
loci. The following genetic diversity measures were studied: number of alleles per locus (Naj, effective number of allele 
per loci (N.), observed hererozygosity (H,) and expected heterozygosity (H.). We also tried to infer the theoretical 
minimum sample size and loci number needed for population genetic studies with microsatellite loci. The results are as 
follows: (1) Ns and Mean number of allele over loci (MNA) are significantly affected by sample size. It increase according 
to the raise of the sample size, only when the sample size exceeds 40 it tends to be stable. The significant correlation 
between sample size and Na was observed and the correlation curve is 天 3.8403+0.6376， r=0.967. However, there is no 
significant correlation between the mean value of N., H,, H.and the sample size. Mean value of H,, H. fluctuate with the 
raise of the sample size, only when the sample size exceeds 40 it manifest a stable trend. (2) Evaluating of different 
genetic parameters with the makers of different polymorphism information content, a significantly different result were 
acquired. When PIC>0.5, N,, Ne, H,, He were 3.6, 1.5934, 0.2824, 0.3540, While PIC<0.5, Ns, Ne, Ho, He were 9.5, 
5.9209, 0.8497, 0.8242 respectively. Accordingly, marker selecting strategy has much greater impact on evaluation of 
genetic diversity. (3) According to the rise of loci number, the value of genetic parameter could be divided into three 
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stages: () Descending stage: loci number between 0-5, values of Na Ne H,, Hs indicated descending trend. © Loci 


number between 5—10, values of Na Ne H,, 及 demonstrate ascending trend. G@) When loci number exceeded 15 values of 


Na Ne H. tend to be stable, while only when loci number exceeded 25 the value of H, tend to be stable. Analysis above 


proved that not only the sample size and loci number but also the polymorphism information of microsatellite markers 


have significant effect on the estimation of population genetic diversity. So，we suggested that when microsatellite 


markers were used to estimate genetic diversity of population the minimum loci number and sample size are needed to 


exceed 25 and 40, respectively. Moreover, the conclusion above has been used to evaluate the genetic diversity of wild 





population of grass carp, values of the parameter were Na=7.26、Ne =4.21、.H,.=0.73、.H=0.68, which demonstrated that has 





a relatively high diversity, a totally different conclusion from the former studies. Therefore, further researches are 


necessary for the evaluation of genetic diversity of geographically different population of grass carp. 


Key words: Sample size; Loci number; Grass carp; Wild population; Genetic diversity; Microsatellite DNA marker 














遗传 多 样 性 是 一 个 物种 或 种 群 适应 环境 与 进 
化 的 基础 ， 是 评价 种 质 资源 的 依据 。 从 遗传 多 样 性 
和 遗传 结构 的 角度 探讨 自然 群体 遗传 资源 的 现状 
是 现 阶段 水 产 动物 种 质 资源 保护 和 利用 的 重点 。 生 
态 环境 的 污染 、 生 存 条 件 的 恶化 ， 已 使 草 
(Ctenopharyngodon idellus) 天 然 的 种 质 资源 遭 到 








































































































2005; Huang et al, 2004; Zhang et al, 2001)， 但 由 于 
其 在 水 产 动物 方面 的 开发 及 利用 的 滞后 性 ， 使 得 微 
卫星 标记 的 选用 受到 限制 ， 样 本 采集 也 经 常 是 依据 
宏观 生态 学 理论 和 个 人 的 经 验 而 确定 的 。Lu et 
al(2008) 对 镜 鲤 养殖 群体 遗传 结构 分 析 的 最 适 样本 
容量 进行 了 评估 。 本 文采 用 45 个 微 卫 星 分 子 标记 
对 草鱼 自然 群体 的 遗传 多 样 性 进行 评估 ， 检 测 样本 
































































































































破 
坏 (Zhang et al, 1999)。 对 草鱼 (Cienropjparyngodom 
idellus) 自 然 群体 遗传 多 样 性 的 评估 和 保护 日 趋 受 
到 越 来 越 多 的 研究 工作 者 关注 。 国 内 一 些 学 者 报道 
了 应 用 同 工 酶 (Wu et al 1992; Zhao et al, 1996)、 

RAPD (Zhang et al 2001)、mtDNA (Li et al, 1998b; 
Zhang et al, 2002)、SSR (Liao et al, 2005) 和 RFLP 
(Wu et al 2006) 等 标记 对 长 江 等 诸多 水 系 的 草鱼 种 
群 遗 传 结构 和 遗传 多 样 性 的 研究 ， 但 由 于 检测 手段 
的 不 同 以 及 样本 量 的 差异 ， 所 获得 的 结果 不 尽 相 
同 ， 甚 至 得 到 相反 的 结论 。 在 对 自然 群体 进行 遗传 
学 评价 时 ， 样 本 的 采集 、 标 记 的 选用 是 正确 评估 和 群 





























































































































量 、 标 记 量 对 微 卫星 各 位 点 等 位 基因 数 、 杂 合 度 等 
遗传 多 样 性 度量 指标 的 影响 ， 以 期 能 为 草鱼 种 质 评 
估 中 样本 采集 量 和 标记 使 用 数量 提供 借鉴 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 材料 

采集 60 尾 黄河 陕西 河 段 草鱼 (设置 6 个 梯度 : 
10、20、30、40、50、60 尾 )，45 个 微 卫 星 分 子 标 
记 ( 设 置 9 个 梯度 : 5、10、15、20、25、30、35、 
40、45 个 标记 ) ( 表 1)， 检 测 不 同样 本 容量 、 标 记 



























































































































































体 遗 传 结构 的 先决 条 件 ， 它 关系 到 研究 结果 的 可 靠 
性 (Zhou et al, 2005), 样本 数 和 等 位 基因 位 点 数 过 少 

可 能 导致 检测 到 的 变异 偏 低 ， 甚 至 检测 不 到 变异 
(SjOgren et al, 1994)。 

在 群体 遗传 学 研究 中 ， 合 理 的 取样 策略 不 仅 要 
使 样本 具有 代表 性 ， 而 且 要 包含 尽 可 能 多 的 遗传 变 
异 。 在 分 子 生 态 学 研究 中 ， 样 本 量 理论 抽样 数 的 多 
少 除 了 依赖 于 空间 分 布 图 式 、 置 信 水 平和 允许 误差 
以 及 种 群 的 密度 ， 还 受到 研究 所 用 的 遗传 标记 类 型 
(Zhou et al, 2005; Liu et al 2005) 及 其 多 态 性 水 平 的 
影响 。 一 般 认 为 ， 遗 传 标 记 在 自然 种 群 中 的 等 位 基 
因数 量 越 多 ， 所 研究 位 点 的 多 态 性 越 高 ， 实 际 检测 
中 所 需 的 采样 数目 就 越 大 。 微 卫星 标记 (SSR)， 
于 具有 多 态 性 高 、 共 显 性 遗传 、 易 于 检测 、 重 复 性 
高 等 优点 ， 广 泛 应 用 于 种 群 结构 估 测 以 及 种 群 演化 
的 历史 分 析 (Tang et al, 2008; Dreisigackera et al， 




























































































































































































量 对 群体 遗传 多 样 性 的 测度 。 引 物 由 上 海牛 物 工程 
公司 合成 。 
1.2 ” 微 卫 星 DNA 多 态 性 检测 
常规 酚 - 氧 仿 法 提取 草鱼 的 基因 组 DNA(Wei et 

al, 2000)，8% 的 聚 丙烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 检 测 基因 型 ， 
通过 Gelpro (verion4.5) 软件 完成 微 卫 星 DNA 数据 
的 读 取 和 校正 。 
1.3 统计 分 析 
jPopGene (verion 3.2) 软 件 统计 草 然 群体 
45 个 微 卫星 基因 座 的 等 位 基因 ， 有 效 等 位 基 
因数 (Ne)、 观 察 杂 合 度 〈,)、 期 望 杂 合 度 (8H.) 和 
多 态 信 息 含 量 (PIC)， 并 分 0 
不 同 标记 量 下 各 遗传 参数 的 平均 值 。SPSS11.5 软件 
对 各 区 组 的 遗传 多 样 性 参数 进行 方差 分 析 

(one-way ANOVA)、 相 关 性 分 析 (correlation 
线 拟 合 (curve estimation), 计算 Pearson 






































































































































































































































analysis)、 
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表 1 草鱼 的 微 卫 星 标记 及 引物 信息 


Tab.1 Microsatellite makers and their primers information for the grass carp 








座位 核心 序列 引物 序列 片段 大 小 退火 温度 Ta GenBank 登陆 号 PIC 
Locus Core motif Primer sequence (5 一 3) Size(bp) (2"C) GenBank Accession No 
HLJC53 2 AATOAGCASASOASOAAGOA 228-264 60 FJ213551 0.24 


R:CCATGCCTCGTGTGTATGAG 
CT31/GT26 F:GACCTGGCCTGTGTTCATCT 


HLJC57 R:TCGACGATCTCTGCATCATC 180-233 60 FJ213552 0.79 
GA20 F:CGACGATCCTTAAGCAGAGG 

HLJC64 R:ATTGGTGTCGAAAGGTACGG 245—291 60 FJ213553 0.71 
GA57 F:GATTGAAAGCCCCACATGAT 

HLJC66 R:CACGTTCATTCGGTCCTGTA 128-217 60 FJ213554 0.88 
GA26 F:TGTTAGCGGAAGCTGAGACA 

HLJC67 156-197 60 FJ213555 0.83 


R:GTCCTCACCCACTGCATTTT 
CA8/GA27 F:GCAGCAGCTGTTTTGGTCTT 
HLJC69 R:CAACCTACAGTTGCCTTTCG 224-248 60 FJ213556 0.71 


GT41/GA8 F:AGAGAGCAGCCGTTGACACT 


HLJC72 A CCE NTE 110-216 60 FJ213557 0.91 
GA22 F:GTTGTCTCAGAGCCAGCATT 

HLJC74 TAT TOC 215-257 60 FJ213558 0.67 
CT18 F:ACACCTTCCCAGACAGATGG 

HLJC79 TOA TO COT 241-284 60 FJ213559 0.62 
GA31 F:CCAGCTTCTGCCTTACCATC 

HLJC81 CAA 166-224 60 FJ213560 0.72 
CT18 F:TCTGAGCGCTGTGAAGACAC 

HLJC85 有 188-227 60 FJ213561 0.82 
GT24 F:GAAACTGAGACCGTTGCACA 

HLJC87 AC Cn OA A CT 235-275 60 FJ213562 0.79 
GA32 F:TCCAGATGCAGCTCACTTGT 

HLJC88 RA OC TT OCA SG 239-310 60 FJ213563 0.79 
GA22 F:TGGAGAAAAGGGCTGTAGGA 

HLJC91 ATCT TEA 141-186 60 FJ213564 0.80 
CT18 F:GACCCACCACTTACATCCAAA 

HLJC104 Oy 157-202 60 FJ213565 0.83 
CT21 F:GCAAGCTGCATTCACTCTGA 

HLJC107 Cr A CT A 164-203 60 FJ213566 0.77 
GA46 F:GCAAAGCAAAACACAGCAAA 

HLJC111 A TT OCAT OCT 176-228 60 FJ213567 0.91 
CT15 F:AGACATCAGCGCTTGGAGAT 

HLJC113 CTE C AT AATCC A 219-240 60 FJ213568 0.74 
GA16 F:AAATGCCGTCCAGTGAGTCT 

HLJC115 TAC OA CAA A A A 273-372 60 FJ213569 0.80 
CT27 F:TGGTTGGACAGCAAACAAAG 

HLJC116 AAC Cc AT ATC 265-317 60 FJ213570 0.80 
GA21 F:CATTCCGTCAATGACCACAG 

HLJC117 AGE A CAT 160-187 60 FJ213571 0.69 
GA50 F:ACAGCACATTCAGGGAGGAC 

HLJC118 COA CNOA ECC 106-234 60 FJ213572 0.89 
CAGA9 F:AGACAAATGGACGGACGAAC 

HLJC119 EECTGAACR CEC Tc 100-144 60 FJ213573 0.71 
GA21 F:GGAGGAGGAGGAGAAGCAGT 

HLJC121 438-489 60 FJ213574 0.79 

R:TCCTTCGGAGAGAGACCGTA | 

CT20 F:TTCTCTGCCCTGTTGTGTTG 

HLJC126 A AC EC EC ep 184-204 60 FJ213575 0.72 

T29 F:TCGACTGACGCAGGATTAT 
HLICL27 “~ 人 多 188-298 60 FJ213576 0.78 





R:TGTGCAAACAGAGGAGAAGAAA 











引物 通过 草鱼 微 卫星 DNA 文库 的 构建 、 磁 珠 语 集 租 选 获得 。 


The primers were developed from a (GA), enrichment DNA library created from the grass carp genome. 
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相关 系数 ， 并 做 相关 系数 的 下 显著 性 
水 平 a= 


2 结 


0.05)。 
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2.1 样本 量 对 遗传 多 样 性 测度 
观测 等 位 基因 数 与 样本 容量 


2.1.1 
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不 同样 本 容量 


的 区 

















的 平均 等 位 基因 




















小 ， 估 测 出 的 平 






































区 组 进行 遗传 多 样 性 
示 ， 样 本 大 小 与 所 观测 到 等 位 基因 的 数 、 各 位 点 的 
平均 等 位 基因 数 (mean number of allele/locus, MNA) 
均 呈 显著 正 相 关 ( 表 2， 图 1)。 样 本 量 越 大 ， 估 测 出 
数 也 越 大 ; 反之， 种 群 的 样本 量 越 
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位 基因 数 对 样本 容量 的 影响 不 显著 (图 1)。 而 各 不 





度 指标 的 景 
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均等 位 基因 数 也 越 小 (图 1)。MNA 
随 样 本 容量 的 增 大 而 增加 ， 且 可 分 为 两 个 阶段 : 当 
样本 容量 小 于 40 时 ，MNA 随 样本 容量 的 增 大 而 显 
车 增多 ; 当 样 本 容 
的 增 大 而 增多 的 速率 变 小 并 逐渐 趋 于 稳定 ， 而 且 ， 


容量 





























同 的 位 点 有 效 等 位 基因 数 受 样本 容量 的 影响 不 同 ， 


呈现 3 种 变化 规律 : 
































GO 有效 等 位 基因 数 的 变化 随 样 








本 容量 的 增 大 而 增多 的 趋势 不 显著 ,如 标记 HLJC2 
仅 有 1 一 2 个 主 效 基 因 ， 在 等 位 基因 分 布 中 占有 0.5 


以 上 的 基 


基 



































因 频 率 ， 占 所 用 标记 的 8.8%; @@ 有 效 等 位 














因数 的 变化 随 样本 容量 的 增 大 有 先 增高 后 降低 ， 

















最 终 趋 于 稳定 ， 与 平均 有 效 等 位 基因 数 的 变化 趋势 
相同 (图 1)， 如 位 点 HLJC69、HLJC33， 趋 势 变化 


主要 发 4 























E 在 样本 量 为 10 一 30 阶段 ， 在 样本 量 达到 

















40 以 上 趋 于 稳定 ， 
@@ 有 效 等 位 基因 数 
多 的 趋势 显著 ， 位 点 HLJC72 有 效 等 位 基因 数 较 大 
(14 














个 等 位 基因 )， 














量 大 于 40 时 ，MNA 随 样 本 容量 





















































样本 量 受 等 位 基因 数 的 检测 影响 显著 ， 即 位 点 的 多 
态 性 越 高 ， 样 本 量 对 MNA 的 影响 就 越 大 。 
2.1.2 ”有 效 等 位 基因 数 与 样本 容量 ”平均 有 效 等 
7.0 

2 65 

2 60 

六 55 一 人 - 等 位 基因 数 Ma 

山 50 一 有 效 等 位 基因 数 Ne 

人 一 对 数 ( 等 位 基因 数 Na) 
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图 1 
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样本 量 Sample size 
样本 量 与 平均 有 效 等 位 基因 数 ， 平 均等 位 基因 
数 间 的 相关 关系 及 拟 合 曲 线 :六 3.8403+ 

















0.6376 InX, r=0.967 
1 Correlations between sample size and average 


number of observed alleles, effective alleles Curve 
Estimation: Y=3.8403+0.6376 InX, 7*=0.967 


表 2 


平均 等 位 基因 数 、 平 均 有 效 等 位 基因 数 、 平 均 观测 杂 合 





着 样本 容量 





的 增 大 ， 





位 基因 数 随 样本 量 
60， 位 点 HLJC72 
60.7%， 其 中 低频 等 位 基因 近 40%。 此 类 位 点 仅 占 
所 用 标记 的 4.5%。 
杂 合 度 与 样本 容量 ”对 草鱼 自然 种 群 的 45 


2.1.3 

















此 类 标记 占 所 用 标记 的 86.7%; 








的 变化 随 样 本 容量 的 增 大 而 增 





























等 位 基因 分 布 频率 较 均匀 ， 随 
低频 等 位 基因 被 检 出 ， 有 效 等 
的 增 大 而 增多 ， 当 样本 容量 头 

的 有 效 等 位 基因 占 等 位 基因 的 
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个 多 态 性 微 卫星 位 


佑 训 发 现 : 





























点 期 望 杂 合 度 及 观测 杂 合 度 的 








不 同 区 组 间 的 期 望 杂 合 度 与 观测 杂 合 度 











基本 不 受到 样本 量 大 小 的 影响 ( 表 2， 几 2)。 杂 合 度 


的 变化 并 不 随 取 样 
变化 趋势 ， 只 





















































量 增 大 或 缩小 而 表现 出 显著 的 














有 当 样 本 量 达 到 40 以 上 时 期 望 杂 合 
度 与 观测 杂 合 度 均 表 现 出 较 高 的 稳定 性 。 








2.2 ”标记 的 选用 对 遗传 多 样 性 测度 指标 的 影响 


2.2.1 


为 ， 在 某 一 群体 中 ， 


度 多 态 ， 当 0.25<PIC<0.5 时 该 位 点 表现 为 中 度 多 


PIC 不 同 的 标记 对 遗传 多 样 性 测度 “一般 认 



































当 PIC>0.5 时 该 位 点 表现 为 高 




















态 : 当 PIC<0.25 时 该 位 点 表现 为 低 度 多 态 (Dong et 
al, 2007; Liu et al 2008)。 在 本 研究 中 的 45 个 多 态 性 
微 卫星 位 点 中 ，34 个 位 点 具有 高 度 多 态 性 ，9 个 位 


点 具有 
点 具有 














度 多 态 性 ， 









































2 个 位 点 具有 低 度 多 态 性 。 











度 和 平均 期 望 杂 合 度 随 样 本 量 的 变化 


Tab.2 The change of average number of observed alleles, effective number of alleles, mean values of 
0bserved heterozygosity and expected heterozygosity according to different sample size 





样本 量 平均 等 位 标准 偏 。 平均 有 效 等 标准 平均 观测 标准 偏 。 平均 期 望 标准 偏 
Sample size ”基因 数 NN。 差 SD 位 基因 数 N。 差 SD 杂 合 度 H。 差 SD 杂 合 度 肥 差 SD 

10 5.2222: 2.1094 3.5273 1.673 0.6265 0.2794 0.6725 0.1987 
20 5.8889 2.3858 3.7772 1.8211 0.6367 0.2735 0.6814 0.183 
30 6 2.4309 3.6855 1.8138 0.6288 0.2815 0.6659 0.1842 
40 6.2222 2.5574 3.683 1.8867 0.6149 0.2712 0.6596 0.187 
50 6.3111 2.6953 3.6132 1.9366 0.6077 0.2755 0.6471 0.193 
60 6.4 2.7502 3.6118 1.9292 0.6029 0.276 0.6448 0.1965 


2 期 


观测 杂 合 度 / 期 望 杂 合 度 Ho/He 





将 这 45 个 多 态 性 微 卫 星 分 子 标记 分 成 两 组 ， 
中 、 低 度 多 态 信 息 含量 位 点 (PIC<0.5) 和 高 度 多 态 信 
息 含量 位 点 〈PIC>0.5)。 通 过 对 两 组 平均 等 位 基 医 
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本 量 与 平均 观测 杂 合 度 、 平 均 期 望 杂 合 度 间 





的 相关 关系 


Fig. 2 Correlations between Sample size and mean 
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数 CMMN4)、 平 均 有 效 等 位 基因 数 、 平 均 期 望 杂 合 
度 ， 均 趋 于 稳定 ， 然 而 平均 观测 杂 合 度 上 只 有 当 标 记 
量 达到 25 时 才 呈 现 稳定 趋 式 。 

2.2.3 最低 样 本 量 以 及 标记 量 的 估 测 ”我 们 对 6 个 


“一 样本 量 ， 与 9 个 标记 量 梯度 所 构成 的 54 个 区 组 ， 


测 杂 合 度 Ho 
一 一 期 望 杂 合 度 He 

















一 全 平均 等 位 基因 数 ”~ 平均 有 效 等 位 基因 


Average number of Na Average number of Ne 
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values of H., H, 


已 一 
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标记 量 Loci number 



































图 3 ”标记 量 与 各 位 点 平均 等 位 基因 数 ， 平 均 有 效 
等 位 基因 数 之 间 的 相关 关系 



























































































































































类 开本 右 训 特 位 其 央 凑 ， 平 
数 (MNA)， 平 均 有 效 等 位 基因 数 ， 平均 期 望 杂 合 Fig. 3 Correlations between average number of Na, N。 
度 ， 平均 观测 杂 合 度 等 遗传 参数 的 比较 表 3)， 结 and loci number 

果 发 现 : 选用 不 同 多 态 信 息 含量 的 分 子 标记 对 群体 

遗传 多 样 性 的 评估 结果 存在 极 显 著 差异 (F=89.07， 本 

P=0.000)。 本 

2.2.2 不 同 标记 数量 对 遗传 多 样 性 的 测度 将 45 本 

个 多 态 性 微 卫星 标记 随机 设置 9 个 梯度 , 依次 为 5、 6 

10、15、20、25、30、35、40、45 个 标记 ， 构 成 9 里 05 

个 ¥ 米 信 下. > 二 时 、 \ 上 一、 中 Le 0.4 一 9 一 平均 观测 I 杂 合 度 

个 区 组 ， 对 样本 数量 为 60 的 草鱼 自然 群体 进行 遗 l Mean value of Ho 

传 参数 的 评估 ， 随 着 所 选用 标记 数量 的 增加 ， 平 均 3 一 一 平均 期 望 杂 合 度 
Rn RE 畸 02 Mean value ofHe 
等 位 基因 数 (MNA)、 平 均 有 效 等 位 基因 数 、 平 均 农 ，| 

期 望 杂 合 度 、 平 均 观 测 杂 合 度 等 遗传 参数 的 变化 也 6 

可 大 致 划分 为 3 个 阶段 ( 表 4; 图 3，4)，@D 下 降 阶 5 020 2 3 5 40 
二 人 点 上 从 下 < 际 由 和 位 基因 才 OA ER 
亚 总 六 其 类 op > 到 4 ”标记 量 与 各 位 点 平均 观测 杂 合 度 、 平 均 期 户 
平 挫 有 效 等 平 人 期 | 和 平均 观测 

杂 合 度 现 下 降 趋势 ; 包 上 升 阶段 : 当 Fig.4 Correlations between mean values of H,, H. 
位 点 数 从 5 一 10 时 ， 这 些 参数 的 值 呈现 上 升 趋势 ， and loci number 


@@ 平 稳 阶 段 : 当 位 点 数 超过 15 时 ， 平 均等 位 基因 




















表 3 多 态 信息 含量 不 同 的 标记 对 遗传 多 样 性 参数 的 测度 
Tab.3 Evaluate of different ei parameters with the makers of different polymorphism 
information content (PIC) 








多 态 信息 含量 小 于 0.5 PIC<0.5 多 态 信息 含量 大 于 0.5 PIC>0.5 
N N. H, 及 N 起 H, H. 
平均 值 Average 3.6 1.5934 0.2824 0.3540 9.5 5.9209 0.8497 0.8242 


标准 差 Standard diviation 1.2649 0.3044 0.1563 0.1284 1.5092 1.8223 0.1056 0.0553 
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表 4 平均 等 位 基因 数 、 平 均 有 效 等 位 基因 数 、 平 均 观 测 杂 合 度 、 平 均 期 


Tab.4 The change of average observed number of alleles, effective number of alleles, observed Heterozygosity 


动 物 


学 研究 


-ss 
望 杂 合 


度 随 标 记 量 的 变化 


and expected heterozygosity accordance to the variation of the loci number variety 





标记 量 平均 等 位 。 标准 偏 。 平均 有 效 等 标准 偏 平均 观测 标准 偏 平均 期 望 标准 偏 
Number of loci 基因 数 NN。 差 SD 位 基因 数 N。 差 SD 杂 合 度 五 ， 差 SD 杂 合 度 H。 差 SD 
5 7.6 3.3615 4.5429 2.1306 0.7225 0.3587 0.6706 0.3298 
10 5.4 2.8363 2.6752 1.5692 0.4875 0.2999 0.5089 0.2425 
15 6.4 2.7203 3.7867 2.1096 0.561 0.2585 0.6777 0.1505 
20 6.5 2.6458 3.6417 1.6817 0.6692 0.2837 0.6435 0.229 
25 6.32 2.8827 3.5879 2.1409 0.5499 0.2634 0.6459 0.1712 
30 6.3667 2.9767 3.4966 2.0461 0.5475 0.2923 0.6129 0.2256 
35 6.5429 2.8732 3.7613 1.9863 0.603 0.2734 0.6626 0.1868 
40 6.375 2.7891 3.5824 2.0337 0.5846 0.2828 0.6331 0.2049 
45 6.4 2.7502 3.6118 1.9292 0.6029 0.276 0.6448 0.1965 


30 卷 

















分 别 计算 它们 的 平均 等 位 基因 数 (MNA)、 平 均 有 
效 等 位 基因 数 、 平 均 期 望 杂 合 度 、 平 均 观 测 杂 合 度 
等 遗传 参数 。 结 果 表 明 : 当 样 本 量 为 60， 位 点 数 达 
到 25 个 以 上 , 或 当 标记 量 为 45, 样本 量 大 于 40 有 
效 等 位 基因 数 趋 于 稳定 (图 6)。 当 样本 量 为 60 个 
时 ， 位 点 数 达 到 20 个 以 上 ， 或 当 标 记 量 为 45， 样 
本 量 大 于 20 观测 杂 合 度 趋 于 稳定 (图 7)。 当 样本 
量 为 60 个 时 ， 位 点 数 达 到 15， 或 当 标 记 量 为 45， 
样本 量 大 于 30 期 望 杂 合 度 趋 于 稳定 (图 8)。 然 而 
等 位 基因 数 却 随 着 样本 量 的 增 大 而 增加 ， 没 有 出 现 
平台 现象 ， 只 有 当 样 本 量 大 于 40 时 ， 等 位 基因 数 
的 增加 速率 随 样本 容量 的 增 大 而 有 所 下 降 (图 5)。 
2.3 ”陕西 草鱼 自然 群体 遗传 多 样 性 

根据 上 述 研究 结果 ， 对 陕西 草鱼 自然 群体 进行 
群体 遗传 多 样 性 的 评估 ， 结 果 显 示 该 群体 平均 等 位 





















































































































































等 位 基因 数 
Na 





位 点 数 Loci number 





图 5 平均 等 位 基因 数 与 样本 量 和 位 点 数 的 
相关 关系 
Fig.5 Correlation between average number of Na 
and the sample size, loci number 

















基因 数 (MNA)、 平 均 有 效 等 位 基因 数 、 平 均 观 测 
杂 合 度 、 平 均 期 望 杂 合 度 分 别 为 7.26、4.21、0.73、 
0.68。 
































3 讨 论 
3.1 样本 量 对 遗传 多 样 性 的 影响 
在 群体 遗传 多 样 性 研究 中 ， 样 本 容量 的 确定 首 














先 应 考虑 到 研究 中 所 采用 的 标记 种 类 。Li et 
al(1998a) 在 应 用 同 工 酶 技术 进行 淡水 鱼 类 种 质 研 究 
中 认为 样本 容量 应 大 于 30。Sj6gren & Wy6ni(1994) 
在 使 用 同 工 酶 研究 有 限 种 群 时 发 现 ， 当 样本 量 达到 
30， 有 95%% 优 势 等 位 基因 被 检 出 。1993 年 ， 联 合 
国 粮农 组 织 FAO) 推荐 以 微 卫星 分 子 标记 技术 作 
为 14 种 家 畜 遗 传 多 样 性 分 析 的 首选 标记 (Barker et 
al 1993 ), 与 同 工 酶 相 比 , 微 卫 星 DNA 标记 具有 较 
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有 效 等 位 
基因 数 Ne 





图 6 


平均 有 效 等 位 基因 数 与 样本 量 和 位 点 
数 的 相关 关系 


Fig.6 Correlation between average number 











of Ne and the sample size, loci number 
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位 点 数 Loci number Size 


图 7 平均 观测 杂 合 度 与 样本 量 和 位 点 数 的 相关 关系 


Fig.7 Correlation between mean values of H, and the 














sample size, loci number 

高 的 多 态 性 ， 一 般 每 个 位 点 有 高 达 20 一 30 个 等 位 
基因 ， 采 样 量 30 一 50 较为 适宜 (Yan et al, 2004)。 
种 群 的 遗传 多 样 性 可 通过 多 种 遗传 参数 来 衡 
量 ， 如 杂 合 度 、 多 态 位 点 的 比例 、 各 位 点 的 平均 等 












































图 8 ”平均 期 望 杂 合 度 与 样本 量 和 位 点 数 的 相关 关系 


Fig. 8 Correlation between mean values of H. and the 








sample size, loci number 


稀有 等 位 基因 仍然 增加 ， 但 这 些 稀有 等 位 基因 频率 
过 低 ， 对 有 效 等 位 基因 数 增 减 的 贡献 微乎其微 。 在 
本 研究 中 ， 平 均 有 效 等 位 基因 数 随 样本 量 的 增加 而 
增加 ， 当 样本 量 达到 40 以 上 时 有 效 等 位 基因 的 数 



















































































位 基因 数 等 (Richards et al, 1996; Nei et al 1987) 。 然 
而 ， 应 用 不 同 的 遗传 参数 进行 遗传 多 样 性 评估 时 所 











量 才 趋 于 稳定 。 
观测 杂 合 度 ， 期 望 杂 合 度 均 来 源 于 等 位 基因 分 























需 样 本 容量 不 同 。 在 微 卫 星 数 据 的 分 析 中 常用 两 类 
多 样 性 指标 : 一 是 等 位 基因 数 (NJ， 各 位 点 的 平均 
等 位 基因 数 (MNA) 或 有 效 等 位 基因 数 (N.);， 二 是 基 
于 等 位 基因 频率 分 布 的 杂 合 度 的 分 析 (Nei et al, 
1987; Leberg et al, 2002)， 包 括 观测 杂 合 度 (8,) 和 期 
望 杂 合 度 (及 )。Zhu et al (2006) 在 大 豆 居 群 采样 策略 
的 研究 中 发 现 ， 当 以 期 望 杂 合 度 、Shannon 多 样 性 
指数 等 来 衡量 ， 在 样本 量 达 到 27 时 ， 已 基本 达到 
该 居 群 总 体 遗 传 多 样 性 水 平 的 95% 。 而 以 等 位 基因 
数目 来 衡量 时 ， 当 样本 量 达 到 52 时 ， 遗 传 多 样 性 
水 平 接近 居 和 群 总 体 水 平 的 95%(Zhu et al, 2006)。 

本 研究 结果 表明 ， 等 位 基因 数 随 着 样本 容量 的 
增 大 而 增加 ， 样 本 量 60 时 等 位 基因 数 达 到 最 大 值 ， 
即 上 只 有 当 种 群 的 样本 采集 量 足 够 大 时 ， 所 估计 出 的 
MANA 才能 反映 出 种 群 的 真实 MNA 值 ， 否 则 可 能 会 
影响 到 对 种 群 MNA 的 估 测 。 稀 有 等 位 基因 在 微 卫 
星 标记 中 大 量 存在 (Yan et al, 2004), 并 随 着 样本 容 
量 的 增 大 不 断 的 被 检 出 ， 检 测 的 样本 量 越 大 ， 其 稀 
有 等 位 基因 被 检 出 的 概率 就 越 大 。 而 有 效 等 位 基因 
数 作为 反映 群体 遗传 变异 大 小 的 一 个 指标 ， 其 数值 
越 接近 所 检测 到 的 等 位 基因 的 绝对 数 ， 表 明 等 位 基 
因 在 群体 中 分 布 越 均 匀 。 样 本 容量 的 增 大 对 有 效 等 
位 基因 数 变化 趋势 的 影响 与 等 位 基因 数 相 比 不 同 ， 
对 于 有 效 等 位 基因 数 而 言 ， 随 着 样本 量 的 增加 虽然 


























































































































































































































布 频率 的 变动 结果 , Nei et al (1974) 通 过 对 墨西哥 脂 
鲤 两 个 群体 蛋白 位 点 的 期 望 杂 合 度 比较 研究 认为 ， 
采用 较 多 的 位 点 数 比 采用 较 大 的 样本 容量 更 能 得 
到 可 靠 的 结果 。 利 用 67 个 位 点 (至 少 是 30 个 位 点 )， 
20 的 样本 容量 计算 得 到 的 期 望 杂 合 度 比 采用 17 个 
位 点 ，79 样本 容量 所 得 到 的 结果 更 为 可 靠 (标准 误 
差 相对 较 小 )(Nei et al 1974)。 然 而 许多 研究 者 却 
更 趋向 于 选用 较 大 的 样本 容量 ， 相 对 少 的 位 点 数 进 
行 群体 遗传 多 样 性 分 析 (Zhou et al 2001; Liao et al, 
2005)。Nei et al (1978) 认 为 ， 样 本 容量 的 选择 主要 
依赖 于 研究 目的 ， 对 于 哈代 温 格 平衡 、 期 望 杂 合 度 
的 计算 推荐 使 用 较 大 的 样本 容量 。 而 对 于 群体 间 路 
传 距离 的 计算 则 需要 根据 两 群体 的 差异 确定 样本 
容量 的 大 小 。 一 般 情况 下 ，30 通常 作为 大 小 样本 界 
定 的 标准 (Gu et al 2000)。 在 本 研究 中 ， 期 望 杂 合 
度 、 观 测 杂 合 度 并 没有 随 着 样本 容量 的 变化 表现 出 
明显 的 趋势 ， 当 样本 量 达到 40 个 时 趋 于 稳定 。 因 
此 ， 在 进行 遗传 多 样 性 分 析 时 ， 要 充分 考虑 样本 量 
对 不 同 遗 传 多 样 性 度量 指标 的 影响 ， 避 免 由 样本 量 
的 差别 所 引起 的 不 能 通过 对 遗传 参数 测度 正确 的 
反映 种 群 间 的 客观 差别 。 
3.2 ”标记 量 对 遗传 多 样 性 测度 指标 的 影响 

样本 量 的 确定 还 与 所 选用 的 标记 量 有 关 。Nei 
(1987) 在 应 用 单一 位 点 等 位 基因 频率 进行 固定 指数 
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的 估计 时 认为 ， 只 有 当 样 本 容量 达到 30 以 上 才能 
得 到 准确 结果 。 在 利用 多 个 位 点 进行 遗传 多 样 性 分 
析 ， 样 本 容量 则 需 达 到 50 以 上 。 本 研究 利用 45 个 
微 卫星 分 子 标记 分 析 样 本 量 为 60 的 草鱼 自然 群体 
的 遗传 变异 ， 结 果 发 现 ， 微 卫星 分 子 标 记 数 与 遗传 
参数 之 间 存 在 着 明显 的 关系 。 随 着 标记 数 的 增加 ， 
等 位 基因 数 、 有 效 等 位 基因 数 、 期 望 杂 合 度 、 观 测 
杂 合 度 明显 可 以 划分 为 两 个 变化 阶段 ， 当 标记 数量 
在 5 一 15 时 ， 变 化 相当 剧烈 ， 说 明 标 记 数 低 于 15 
时 ， 所 得 的 研究 结果 很 不 可 靠 ， 只 有 当 标 记 数 超过 
25 时 , 以 上 参数 值 均 趋 于 稳定 。 该 结论 与 Zhou et al 
(2005) 和 Liu et al (2005) 研究 观察 到 的 结果 相 
似 。 即 样本 容量 保持 不 变 ， 各 遗传 参数 随 着 分 子 标 
记 数 量 的 增加 表现 出 先 升 高 后 降低 的 变化 趋势 。 

此 外 ， 研 究 对 象 的 遗传 多 样 性 水 平 还 与 所 选用 
的 微 卫星 标记 的 多 态 性 高 低 有 很 大 联系 。PIC 是 衡 
量 位 点 多 态 性 的 较 好 指标 , 通过 利用 不 同 PIC 的 微 
卫星 标记 对 该 草鱼 群体 的 遗传 多 样 性 进行 比较 发 
现 ， 选 用 不 同 多 态 信息 含量 的 分 子 标记 对 群体 遗传 
多 样 性 的 评估 结果 存在 差异 极 显著 。 因 此 标记 的 选 
择 也 会 影响 到 评估 的 准确 性 。 联 合 国 粮农 组 织 
(FAO) 推荐 用 于 评价 家 畜 种 质 资 源 评估 的 微 卫星 
DNA 位 点 的 等 位 基因 数 应 为 4 一 10。 本 研究 所 选用 
的 微 卫 星 标记 的 等 位 基因 数量 范围 为 2 一 14(Barker， 
1994)。Lewontin & Hubby (1966) 认为 评价 群体 的 
遗传 多 样 性 必须 研究 多 个 位 点 ， 对 微 卫 标记 的 选用 
尽量 采用 随机 原则 ， 不 能 进行 过 多 的 人 为 的 干预 。 
3.3 ”标记 量 和 样本 量 的 最 适 组 合 

联合 国 粮农 组 织 在 关于 保护 家 畜 和 遗传 多 样 性 
草案 报告 中 提出 ， 以 微 卫星 分 子 标记 技术 作为 14 
种 家 畜 遗 传 多 样 性 分 析 的 首选 标记 ， 以 有 效 标记 量 
为 30， 样 本 容量 为 50 作为 种 质 资 源 评 估 的 标准 
(Barker et al, 1993)。Nei (1978) 的 研究 认为 ， 在 进行 
群体 内 遗传 距离 、 平 均 期 望 杂 合 度 的 评价 时 ， 样 本 
量 固定 的 情况 下 ， 位 点 数 的 增加 比 样本 数量 的 增加 
更 能 够 得 到 可 靠 的 结果 ， 在 位 点 数量 足够 大 ， 多 于 
50 个 位 点 时 , 即使 用 小 的 样本 量 也 可 以 得 到 较 可 靠 
的 结果 。Nei 的 结论 在 我 们 的 研究 结果 中 得 到 了 证 
(图 8): 当 样 本 量 为 60 个 时 ， 位 点数 达到 15, 与 
当 标 记 量 为 44， 样 本 量 为 30 所 得 到 的 结果 相同 ， 
期 望 杂 合 度 均 趋 于 稳定 。 此外, 通过 对 等 位 基因 数 、 
有 效 等 位 基因 数 、 观 测 杂 合 度 等 遗传 学 参数 的 分 析 
发 现 ， 在 样本 量 固 定 的 情况 下 ， 位 点 数 的 增加 可 以 
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对 有 限 的 样本 量 进行 补充 。 同时, 当 样 本 量 足 够 大 ， 
选择 适量 标记 也 可 得 到 同样 可 靠 的 结果 。 但 样本 量 
以 及 标记 量 的 选用 均 有 其 最 低 值 ， 即 研究 下 限 : 对 
于 样本 量 为 60 的 草鱼 群体 ， 最 低 标记 量 为 25; 当 
标记 量 为 45$ 时， 最 小 样本 量 应 达到 40。 这 与 Lu et 
al (2008) 在 关于 样本 量 对 镜 钱 养殖 群体 的 遗传 参 
数 的 影响 中 得 到 的 结论 相似 ， 即 样本 容量 30 一 50， 
标记 数 20 以 上 ， 是 对 群体 遗传 多 样 性 进行 客观 评 
价 的 必要 条 件 。 
3.4 ”草鱼 群体 遗传 多 样 性 的 评价 及 遗传 多 样 性 指 

标的 选择 

本 研究 利用 45 个 多 态 性 标记 对 样本 容量 为 60 
的 草鱼 自然 群体 进行 遗传 多 样 性 评估 ， 其 平均 等 位 
基因 数 CMMN4)、 平 均 有 效 等 位 基因 数 分 别 为 7.26、 
4.21， 平 均 观 测 杂 合 度 、 平 均 期 望 杂 合 度 分 别 为 
0.73、0.68。 与 DeWoody& Avise (2000) 基 于 13 种 
淡水 鱼 类 统计 而 得 出 的 平均 杂 合 度 为 0.46， 平 均等 
位 基因 数 为 7.5 相 比 ， 具 有 较 高 的 遗传 多 样 性 。 

然而 ，Zhao et al (1996) 采用 同 工 酶 技术 对 长 
江 中 下 游 四 个 江 段 的 草鱼 群体 进行 研究 ， 在 所 检测 
的 15 个 位 点 中 只 有 一 个 位 点 表现 出 多 态 性 ， 多 态 
位 点 比例 和 平均 杂 合 度 分 别 为 0.0666、0.0237。 Liao 
et al (2005) 采 用 6 个 多 态 微 卫星 标记 研究 来 自 长 江 
水 系 样本 量 18 一 34 尾 的 四 个 草鱼 群体 的 遗传 结构 ， 
平均 观测 杂 合 度 0.47 一 0.64 ， 平 均 期 望 杂 合 度 
0.4 一 0.57， 由 此 认为 其 遗传 多 样 性 偏 低 。 并 推测 草 
鱼 有 可 能 在 历史 上 经 历 了 瓶颈 效应 ， 由 一 个 相对 较 
小 的 群体 演化 而 来 。 此 外 ，Zhang et al (2001)、Li et 
al (1998b)、Wu et al 2006) 等 分 别 采 用 RAPD、 
mtDNA、PCR-RFLP 等 技术 对 草鱼 的 遗传 多 样 性 进 
行 检测 均 得 到 遗传 多 样 性 较 低 这 一 结论 。 

通过 对 以 上 研究 结果 进行 比较 发 现 ， 研 究 所 获 
得 的 差异 性 结论 可 能 由 于 所 研究 的 水 系 不 同 ， 或 是 
标记 的 选择 、 样 本 量 的 采集 以 及 参数 的 选用 等 差 
异 ， 对 群体 的 遗传 多 样 性 的 评估 结果 造成 影响 。 因 
此 ， 关 于 我 国 各 大 水 系 野 生 草 鱼 群 体 的 遗传 多 样 性 
水 平 仍 需要 进一步 研究 探讨 。 
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本 文通 过 探讨 样本 量 、 标 记 量 的 选用 对 野生 草 
鱼 遗传 多 样 性 检测 的 影响 ， 结 合 前 人 的 研究 成 果 ， 
为 今后 的 草鱼 种 群 遗 传 多 样 性 评价 工作 提出 以 下 
建议 : 1) 选用 具有 较 高 多 态 性 的 遗传 标记 。 有 下 
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究 表 明 : 能 用 于 解决 种 群 问题 的 同 功 酶 的 数量 非常 
有 限 (Richards et al, 1996)， 大 多 数 研究 使 用 同 功 酶 
的 多 态 位 点 不 超过 11 个 ， 平 均 每 研究 使 用 6 个 
(Nevo et al 1984)。 因 此 , 在 同等 样本 量 的 情况 下 采 
多 态 性 高 的 标记 ， 能 增加 检 出 多 态 位 点 及 不 同等 
位 基因 的 能 力 ， 得 到 更 为 准确 的 结果 。2) 在 研究 
瓶颈 效应 对 种 群 的 影响 时 ， 使 用 每 个 位 点 上 的 等 位 
基因 数目 这 一 指标 与 杂 合 度 相 比 更 为 合适 。 若 仅 从 





















































































































































大 小 的 波动 更 为 敏感 (Nei et al, 1975; Maruyama et 
al, 1985)， 其 受 壮 颈 效应 的 影响 也 远 远大 于 杂 合 度 。 
因为 稀有 等 位 基因 的 丢失 会 引起 等 位 基因 数量 的 
降低 ， 对 杂 合 度 却 极 少 造成 影响 (Mousadik et al， 
1996)。3) 根据 本 研究 结果 ， 建 议 在 进行 遗传 学 实 
验 设 计 中 要 更 多 地 考虑 到 样本 量 以 及 标记 量 对 群 
体 分 析 的 重要 影响 。 尽 可 能 以 40 以 上 的 样本 容量 ， 
25 以 上 的 微 卫星 标记 对 自然 群体 的 遗传 多 样 性 水 
















































































让 

















| 











杂 合 度 这 一 指标 推断 某 一 群体 经 历 瓶 贷 期 这 一 结 
论 是 不 够 准确 的 。Nei 等 认为 ， 等 位 基因 数 对 群体 
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